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骨髄中微小痛細胞の 存在意義を明らか にす る こ と を目的として , 非小 細胞肺癌患者203症例 の 骨髄液を対象に 上 皮細胞
に特異的な マ ー カ ー であ るサ イ け ラ テ ン (cytoke ratin, CK) に対す る免疫組織染色を行い 骨髄中微小癌細胞 の 検出を試み る
とと もに , 骨髄中 にお ける微小癌細胞 の 播種経路 と して の 腫瘍血管 の 関与を探 る た め , 原発巣 に お ける 腫瘍内微小血管密度
(mic ro v e ss el d n sity, MV D)な ら び に血管内皮細胞増殖国子 匝a scular e ndothelialgrowi h fa ctor, V E G F) 発現と の 相関性を検討
した . さ らに 転移関連 マ ー カ ー と し て n m23- H lの 原発巣 にお け る発現性を免疫組織学的に評価 し, 骨髄 中微小癌細胞 の 播種
との 相 関を探 っ た . 全体 と して 骨髄中微小癌細胞 の 検出率 は42･4 % であり, 組織型別 に み た検出率 に差 は認 めなか っ た が , 病
臥 丁因子 お よ びN 因子の 進行 と とも に検出率は有意に 上 昇 し (そ れ ぞ れp < 0･001, P< 0･005, p< 0･0005), 治癒切除
の 施行
され た 症例 にお い て , 全体お よ び Ⅰ 期, ⅢA期 に お い て骨髄中微小播種例 は非播種例 に比 し有意 に予後不良(そ れ ぞ れ p<
0.0001, p=0.0003, p
=0.0133) であり, 且 つ 播種陽性例 に は 遠隔再発が多く認め られ た ･ さ ら に骨髄中微小播種例 の m は非
播種例 に比 し有意 に高値 を示 し(p< 0.0001), V E G F発現率も播種例 で有意 に高く (p< 0･000 1), 骨髄播種 の 成立 に お け る
Ⅷ G Fを介 した腫瘍血管新 生 の 関与が示唆さ れ た . 原発巣 に お ける n m23
-H l蛋白発現陽性率は 44･2 %で あり , 組織型, 病期,
T因子 , N 因子, M 国子の い ずれ にお い て も有意差 は認め られ なか っ たが , n m23
-H l蛋白発現減弱例が骨髄中微小播種を有す
る頻度 は有意に高か っ た b=0.0023). Nm23-H l蛋白発現 の 予後因子と して の 意義 は確認 でき なか っ た が , 減 弱例 は 遠隔転移
によ る再発が多い 傾向が認 め られ た . 以 上 の 結果か ら骨髄中微小癌細胞播種 は, 遠隔転移再発 の 前段階と して術後再発 の
一 指
標と な る 可 能性 が示さ れ た. そ の 成立 に は, 原発巣 に お ける V E G Fを介 した腫瘍新生血管お よ び n m23
- H l蛋白発現 の 減弱性
の 関与が示さ れ た.
Ⅸey w o rds n o n-S m al cell lu ng c an c er, bo n e m arro w micr odiss emin atio n, micr o ve s sel d
n sity,
v as c ular endothelialgr o w也 factor, n m23-H l
肺痛 は近年増加傾向にあり, 本邦 にお ける 部位別悪性新生物
死亡率にお い て , 男性で は死 因の 第 一 位, 女性 で は 胃痛 に次ぎ
第二位を占め る に 至 っ て い る
1)
. 非′J､細胞肺疇 の 根治的治療手
段は外科的切除が中心である が , い わ ゆ る病理学的病期 工期 の
治癒切除例 に お い て も5年生存率は 70 %前後2)3)と , 胃痛な ど
の 他の 固形痛 に比 し, 再発性の 高さ が指摘 され て い る . 再発 形
式の 約2/3 は, 脳, 骨, 肺な ど へ の 血行性転移様式を と る こ と
か ら3】4), 手術 時すで に存在する骨髄, 末梢 血 液中 へ の 癌細胞
の 播種の 可能性 が指摘 され てい る . 近年, 免疫組織学的あ るい
は分子生物学的手法を用 い て, 従来の 病理組織学的方法か ら は
検出不可能な微小な播種痛細胞の 検出が 可 能と な り, そ の 存在
が 肺癌, 乳癌, 大腸癌 , 前立腺癌な ど の 痛で多数報告 され て い
る
5)





O bga mi ら
8)の 報告が ある が , い ず れの 報告 にお い て も骨髄中
癌細胞陽性例 の 予後は不良であり , 骨髄中痛細胞 の存在 が肺癌
の 再発予知 な い し再発危険因子と して 重要な生物学的予後因子
と な る可能性が支持 され て い る .
腫瘍血 管新 生 は , 腫瘍 の 増殖, 進展を規定する重要な因子で
ある 9)1 0). ま た腫 瘍組織内の 血 管密度と遠隔転移, 術後再発 と
の 相関が報告 さ れ
11卜 14)
, 腫瘍 内新 生 血 管 の 転移経路 と して の
重要性 が注目さ れ て い る. 癌転 移の 成立 に は , 原発巣で の 増殖
と 離脱, 組織 へ の 浸潤, 脈管 へ の 侵 入 , 運搬 , 標的臓器の 血 管
で の 捕捉と 浸出, 標 的臓器 で の 浸潤, 増殖と多段階的過程を経
る必要 があ る. 腫 瘍組織 で の 血 管新生 を促進す る因子の う ち,
血 管内皮細胞増殖因子 (v a s c ular e ndothelial gr o wth fa cto r,
V E G F) は現在最も強力な血 管内皮増殖作用を有す る と さ れ ,
非小細胞肺癌 にお い て も, V E G F は 血管新生を介 して痛 の 進展
に関与す る こ と が 示され
15)16)
, V EG F発現が予後不良因子 と し
て 再発性 と関与する こ と が 報告 さ れ て い る
1乃
.
近年の分子生物学的解析手法 の 発達に伴 い , 転移能を有 さな
平成11年11月25日受付, 平成11年12月15日受理
A bbreviatio n s: A W , alkalin ephosphatas e anti- al k alin epho sphata se;BM M,bo n e m arro w microdis se min atio n;
C E A, Ca r Cin o-e mbryo nic a ntige n;CI, C O n丘de n ceinte rval;C K, CytOker atin;E M A, epithelialm e mbr an e antigen;MV D･
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肺癌 に お ける骨髄中微小癌細胞の 臨床的意義
い 癌細胞株 に発現 して い る遺伝子 と , 同 じ親株 に由来 し転移能
を獲得 した子株 に発現 して い る遺伝子 と の 間で発現量 の 異 な る
遺伝子群 が存在する こ と が 明ら か と な っ て きた . 現在ま で, 発
現 レ ベ ル と 転移能と に相関を有す る新規遺伝子は多数報告 され
て おり , 転移能を規定する遺伝子 , い わ ゆ る 転移関連遺伝子 と
して 注目 され て い る18), Nm23 はマ ウ ス メ ラ ノ ー マ 細胞株 より
デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ
ー ニ ン グ法 に よ り単離 さ れ た遺伝子
で 19), 低転移性株 に比 べ 高転移株 に お い て発現減弱を示 し20),
さ ら に 高転移株へ の 遺伝子導入 に よ り転移能が抑制 され る21)こ
と か ら 転移抑制遺伝子 と し て注目を集め て い る . Nm23 には
n m23- Hl とn m23-H2の 2つ の アイ ソ フ ォ ー ム が存 在する こと が
知 られ て い る . 乳癌 に お い て は n m23-H 2 よりも n m23- H lの 方
が 転移能 との 関連が強い と さ れ て お り, n m23- H lを導入 した ヒ
ト乳癌高転移細胞株は転移能が抑制 さ れ る ことが報告され た2 2).









な どが 挙げられ るが , 肺癌 に関 して は い ま だ統 一 した 見解は得
られ て い ない .
本研究で は, 原発性非小細胞肺癌患者 を対象 にサ イ ト ケラ チ
ン (cytoker atin , C K)18 をマ
ー カ ー と した免疫組織染色 に より骨
髄中微小癌細胞 の 検出を試み , 再発お よ び予後 との 相関性 を検
討す る と と もに , 原発 巣 にお ける 微小血管密度 な ら び に V E G F
発現 と の 関連性を探 っ た . さら に原発巣 にお ける n m23- H l蛋白
の 発現を免疫組織学的 に評価 し, 非小細胞肺癌 にお けるそ の 発
現意義 と骨髄中微小播種 と の 関連性 に つ き検討 し た.
対象 お よび方法
Ⅰ. 対象
19 96年10月 か ら199 9年3月ま で に 金沢大学医学部第 一 外科
学講座 お よ び 石川県立 中央病院呼吸器外科 に て原発性非小網胞
肺癌 と診断 され た患者203例, お よ び肺癌を疑わ れ 肺生 検が 行
わ れ た 非担痛患者56例 の 骨髄液を対象 と した . こ の う ち治癒
切除が施行 され た157例 に対 し, 骨髄 中微小癌細胞の 播種 と再
発お よ び 予後と の 相関を検討 し た. さ ら に1 63検体原発巣切除
標本の ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン包埋 ブ ロ ッ ク (金沢大学医学
部痛理部保存) に つ い て微小血 管密度, V E G F発現, n m23- H l
蛋白発現 を検討 した . 組織 分類, 痛期分類 , 手術根治度 は肺癌
取扱 い 規約第4版
30)に従 っ た . 203例 の 内訳は 男性139例, 女性
64例 で あり , 年齢 は25歳か ら89歳(平均65歳)であ っ た . 病理
学的病期分類 の 内訳 は , Ⅰ 期11 0イ札 Ⅱ期19例 , Ⅲ A期44例,
ⅢB期27例, Ⅳ期3例 であり, 組織型別に は 腺病129例, 扁平
上 皮痛60例, 腺 扁平上皮癌7例, 大細胞癌7例 であ っ た .
Ⅰ . 骨髄中癌細胞 の積出
1. 骨髄中細胞 の C K免疫組織染色法
骨髄液の 採取にあた っ て は術前, 患者 に研究の 要綱 を説明 し,
承諾 を得 た. 全 身麻酔導入後, 患者腸骨稜を穿刺 し, 骨 髄液を
5ml採 取 した . 10ml テス トチ ュ ー ブ 内 に3mlの M o n o-Poly
Re s oIving Mediu m(大 日本製薬 , 大 阪) を 入 れ, そ の 上 に5ml
の 骨 髄液を静 か に 重層 し , テ ス ト チ ュ ー ブ を6 0分間遠心
(300Ⅹg, 室温) し, 有核 細胞を分離 した . 次 に, 10分間遠心沈
殿(300Ⅹg, 室温)させ , pH 7.2の P B S(日水製薬, 束京) を加え
洗浄す る作業を3回線り返 した の ち】 P B Sを1ml加 え細胞浮遊
液を作製 した . チ エ ル ク氏液(武藤化学, 東京)50/∠‖ニ細胞浮
遊液450〃1を加え有核細胞 の 核染を行 い , 血球計算盤 にて細胞
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数を算定 し, 細胞浮遊液の 濃度 が2× 10
5
個/ml となる よう に調
製 し た . さ ら に オ ー トス メ ア (サ ク ラ製機, 束京) に て細胞浮
遊液 を5枚 の ス ラ イ ドグラ ス 上 に塗布 (300Ⅹg, 室温, 10分間)
し細胞塗抹標本を作製 した . 細胞塗抹標本 は 一 晩風乾 し た後,
4 %パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ トア セ ト ン (40 %パ ラ フ ォ ル ム ア ル
デ ヒ ド, 0.02 M リン酸潰衝液, 蒸留水, ア セ ト ンを1: 1:2:
6 で混合 し塩酸に てpⅢ7.0 に調整 した もの) に て4 ℃, 10分間固
定 した . CI(の 免疫組織染色 は, ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ抗
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (alkalin epho sphatas e a nti-alk alin e
pho sphata s e, A W )法
31)32】キ ッ ト (ダコ ジ ャ パ ン , 京都) の 手
順 に従 っ た . pH 7.6の 0.05M トリス 綬衝液に て5分臥 3回の 洗
浄を行 っ た後, トリ ス 壊衝液 にて 2〃 g/ml に希釈 した抗 C E 18
抗体 (C E2) (ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム , 東京)を4 ℃ に て24時
間反応 さ せ た . 反応終了後, トリ ス 横衝液 に て5分間, 3回の
洗 浄を行い , 2次抗体(抗 マ ウ スIgG ウサ ギ抗体) を室温 にて30
分間反応 させ た. トリ ス 破衝液 に て3回洗浄 し た後, 標識抗体
仏P A AP複合体) を室温 にて 30分間反応 させ た . 同様 に5分間,
3回の 洗 浄後, 発色基質(ナ フ ト ー ル AS-M X リン 酸塩及び フ ァ
ー ス ト レ ッ ドT Rl錠を0.1 M トリス 塩緩衝液1ml に溶解 した も
の) と室温 に て20分間反応 させ た. 発色基質に は さ ら に, 骨髄
内の 内因性 ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を 阻害す る目的で0.7 %
の レバ ミ ゾ ー ル Oe v a miz ole, Sigm a,St. IJO uis, U S A) を1ml加え
た . 次 に10分間流水水洗 し た後 , マ イヤ ー ･ へ マ トキ シリ ン
(武藤化学) に て1分間核染色を行い , 水道水 にて 5分間色出 し
を行 っ た. 最後 に水溶性封入剤, ゲ ル/マ ウ ン ト (コ ス モ バ イ
オ , 東京) に て封 入 した . 染色の 陽性対照 と し て, 腫瘍摘出時
に原発巣の 捺印標本 を作製 し, 同様 の 方法に て 染色を行っ た .
2. 骨髄中C K陽性細胞の 判定
各症例 に つ き, 陽性村照と して 作製 した 原発巣の 捺印標本が
陽性である こ とを確認 した後, 骨髄細胞塗抹標本す べ てを鏡検
し, 核が 明瞭で か つ 細 胞質が均 一 に赤く染色 され た 細胞が1個
で もあれ ば, 陽性 と 判定 した .
Ⅱ . 原 発巣に お ける 免疫組織染色法
ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋標本 を4/J m の 厚 さ に 薄切
し, シ ラ ン コ
ー テ ィ ン グス ラ イ ド (武藤化学) に付着 さ せ た .
キ シ レ ン に て 1 0分間, 3回 の 脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た の ち ,
1 00 %, 100 %, 100 %, 90 %, 70 %の エ タ ノ
ー ル にて 各20回
振逢 し, 親水 処理を行 い , 水 道水 に て 1分間流水水洗 し た .
n m2 3-1il蛋白 は 無処理 , V O nW illbr a nd因 子お よ び V E G F は
0.01 M クエ ン 酸綬衝液(pH a O) にて 500 W, 5分間, 3回の マ イ
ク ロ ウ エ ー ブ処理 を行 っ た後, 室温 にて 0.3%過酸化水素(和光,
大阪)加P B S で20分間内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を阻害し , 10分
間流水水洗 した . 次に ウ シ正 常血 清 (ダ コ ジ ャ パ ン) にて 10分
間の ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た後, 抗 ヒ トv o nW illbr a nd因子モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗体 (ダコ ジ ャ パ ン), 抗 ヒ ト V E G F ポ リ クロ ー ナ ル
抗体 (Santa Cru zBiote chn olog y, Sa nta Cr u z, U S A), 抗ヒ ト
n m2 3- H lモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(Sa nta Cru zBiote chn olog y) を
各々 pI17.2の P B S にて 100倍 に希釈 し, 4 ℃ に て24時間反応 さ
せ た . 一 次抗 体反応後, P B S に て5分間, 3回洗浄 し, ビ オナ
ン標 識抗 マ ウ ス , 抗 ウ サ ギ , ヤ ギ 抗体(ダ コ ジ ャ パ ン) を室温
下 に20分反応 さ せ た . PBS に て5分間, 3回洗浄後, ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ標 識ス ト レ プ トア ピジ ン (ダ コ ジ ャ パ ン) で室温 に て
20分間反応させ た . 発色剤 には , 四 塩酸3, 3 ザ ア ミノベ ン チ
ジ ン (3,3-dia min obe n zidin etetr ahydro chllo ride) (和光, 東京)
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を用い , 光学顕微鏡 にて 発色状態を確認 しな が ら約5分間反応
させ た. 10分間流水水洗 し, マ イ ヤ
ー
･ ヘ マ トキ シ リ ン (武藤
化学) に て 1分間の 核染色を行 い , 流水 にて 10分間色出 しを行
っ た . 次 に100 %エ タ ノ ー ル 3回の 脱水 を行 っ た後, 100 % キシ
レ ン にて 透徹 を行 い , マ リ ノ
ー ル (武藤化学)に て封 入 した･
Ⅳ . 原発巣に お ける 免疫組織染色 の判定
1. 微小血 管密度の 算定
微小血管密度 の 算定 は W eidn e rらの 方法
33)に準 じて 行 っ た ･
即ち, 臨床病理学的背景因子に関す る情報 を持 たず に光学顕微
鏡 下40倍視野 に て切片全体を検索 し, 腫瘍 内お よ び 膿瘍隣我
執織 にお ける血 管密度の 高い 部位を3 ケ所選定 し た後 , 各 々 の




V E G F発現の 評価
腫瘍卵胞の 50 %以 上 に 染色が み ら れ る場合を強陽性 , ル
50 % に染色 が み ら れ る 場合 を陽性, 10% 未満 に しか 染色 が み
られ な い 場合 を陰性 と定義 した .
3. nm23- H l蛋白発現 の 評価
同 一 切片内の マ ク ロ フ ァ ー ジを染色の 陽性対照 と し, 切片 内
の 全て の 腫瘍細胞が こ れ らと 同等, も しく は より強い 染色性を
持つ 場合を陽性, 一 部で もよ り弱い 染色性を持 つ 腫瘍細胞を認
め た 場合 を減弱と判定 した .
Ⅴ ∴ 統計学的処理
各臨床病理学的国子間の 骨髄中 C K陽性検出率 , n m23-H l蛋
白発現率 の 差 の 検定 に は Ⅹ
2検定 を , 平均 値 の 差 の 検定 に は
M an n⊥W hitn eyの U検定を用い た . な お 測定値 は平均 ± 標準偏
差 で示 した . 無再発生存曲線 はKapla n-M eie r法 に て算出 し, そ
の 検定 には 一 般 化 Wilc o x o n検定を用い た . い ずれ も危険率5 %
未満 の 場合 b< 0.05) を統計学的に有意差あり と判定 した ･ 単
変量解析お よ び多変量角牢析 は Co x比例 ハ ザ ー ドモ デ ル を用 い ,
単変量解析 にて 危険率 b)が 5%未満 の 予後不良因子を多変量解
析 に供 した.
成 績
Ⅰ. 臨床的見地 か ら み た骨髄中微小癌細胞の存在意義の検討
1. 骨髄中微小痛細胞 の検出率と臨床病理学的背景国子 と の
相関
骨髄中の C K陽性癌細胞像を囲1 に示す. 原発性非′j､細胞肺
癌患者203例中86例(42.4 %)の 骨髄中に C K陽性癌細胞が検出
さ れ た . 表1 に臨床病理学的因子別 の 検出率 を示 した . 組織型
別に は腺璃38.8 %, 扁平上 皮痛48.3 %, 腺 扁平上 皮痛2 8･6 %,
大細胞癌71.4 % であり, 組織型間に統計学的有意差
■は認 め な か
っ た (p=0.21). 病期別の 検出率で は , Ⅰ期33･6 %, Ⅲ 期47･4 %,
ⅢA期61.4 %, ⅢB およ び Ⅳ期63.3 % で, 病期進行 と と もに 有
意 に検出率は 上昇 し ゎ< 0.001), T因子 お よ び N 因子 にお い て
もそ れ ぞ れ有意 に, 因子 の 進行と とも に陽性率 は上 昇 し (そ れ
ぞ れ p< 0.0帆 p< 0.0005), M 因子 , 年齢 (65歳以上, 65歳末
滴) に よ る 差 は 認 め なか っ た . 性 別 で は 男性4 8･2 %, 女性
29.7 % と, 男性で 有意に高 い 検出率を示 した b< 0.05)･
2. 原発巣 にお ける CK発現 と非担痛患者 に お ける 骨髄中C K
陽性細胞の検出率
203例中167例 に つ い て脛痺捺印標本 の 作製 が可能 であ っ た
が その 仝例 で腫瘍細胞 におけるC K発現が確認 され た . さ ら に,
非担痛患者56例 の 骨髄液 に対 し同様の染色を行 い , こ の うち3
崎
例(5.4 %)に C K陽性細胞が検出さ れ た .
3. 骨髄中微小癌細胞播種と予後 と の 相関
203例中, 治癒切除が施行 さ れ た157例 に つ き再発お よ び予
後 との 関係を検討 した . 図2 に Ⅰ期か ら Ⅲ A期全症例 お よ び病
期別の 無再発生存曲線 を示 した . 全体 と して骨髄中微小痛細胞
陽性群 は陰性群 に比 し有意 に予後不良であ っ た b< 0･0001) .
病期別 に み た場合, Ⅰ期お よ び ⅢA期 に お い て , 陽性群 は陰性
群 に比 し有 意 に 予後不 良 で あ っ た (そ れ ぞ れ p= 0･00 03,
p=0.013 3). 157例 に対す る単変量解析で は表2 に示 し た よう に
T因子お よ び N 国子, 骨髄 中微小播種 が有意な予後不良因子 で
あ っ た (す べ てp< 0.0 0 1) . さ ら に こ の 3者 に村 し多変量解析
を行 っ た と こ ろ , 表3 に示 し た よう に骨髄中微小播種は T因子
bご0.0466)お よ び N 因子 bニ0.0031) と と もに独立 した予後不良
因子 と な る b=0.0 002)こ と が 示 され た. 表4 に骨髄中微小播種
と再発形式 と の 関係を示 した . 骨髄 中微小播種陽性例 の 再発24
例 に対 し, 陰性例 の そ れ は 10例 と 陽性例 の 再発率 が有意 に高
率であ っ た b< 0.000 1). 再発形式別に み た 場合 にも, 局所再
発お よ び 遠隔転移 い ず れ に お い て も骨髄中微小播種陽性例の 再
発率 は陰性例 に比 し有意に高率であ っ た . 病期別 に は, Ⅰ期で
は遠隔転移 に お い て骨髄中微小播種陽性群と陰性群 と の 間 に有
意差を認め た の に対 し, ⅢA期 で は 局所再発 に お い て 2群間に
有意差 が認め ら れ た .
Ⅰ . 骨髄 中微小播種 と腫瘍内微小血 管密度 (mic r o v e s s el
de n siゆ, m )お よ びV E G F発現 との 相関の検討
1. 病 理 学的病期別 に み た 骨髄中微小播種 と M V D お よび
V E G F発現 と の 相 関
腫瘍組織内微小 血管染色像お よ び V E G F染色像をそ れ ぞ れ 図
3, 図4 に示 した . V E G F蛋白 は腫瘍細胞 の 細胞質に発現 が認 め
られ た . 病 理 学的病期別 に み た骨髄中微小播種 と原発巣 に お け
る M V D およ びV E G F発現 と の 相関を表 5に示 した . 症例全体
で の M V D ほ 39.5± 16.6 であ っ た . 163例 の う ち骨髄中微小播
種陽性例は 69例 (42.3 %) で あり , 陽性例 の m は50･8± 14･
と , 陰性例 の 3 1.2± 1 2.6 に 比 し有意 に高値 で あ っ た (p<
0.0 00 1). 病 期 別 で は Ⅰ 期 に お い て 骨髄中微小播種陽性例の
M Ⅵ)4 8.3 ± 13.7は 陰性例 の 28.9± 10.0 に比 し有意に高値 であ
っ た b< 0.0001). Ⅱ期お よ び Ⅲ B+ Ⅳ 期 にお い て も骨髄中微′ト
播種陽性群 , 陰性群の 間 で M V D に有意差が認 め ら れ (そ れ ぞ
れ p< 0.05, p < 0･00 5), Ⅲ A期 に お い て も統計学的有意差 は認
め な い もの の , 同様 の 傾 向が 認め ら れ た (p=0.0 6). 163例全体
に お い て V E G F発現陽性率90.2%, 強陽性率は43.6 % であ っ た ･
骨 髄中微小播種 と V E G Fの 発現性 と の 検討 にお い て は , 全体と
して骨髄中微小播種陽性例 で は 陰性例 に比 しV E G F陽性軋 強
陽性率 とも に有意 に高率 であ っ た (それ ぞ れ p < 0･01, p <
0.000 1). 病期別 にみ た場合, Ⅰ期 にお い て も同様の 結果が得ら
れ , (陽性率, 強 陽性率そ れ ぞ れ p< 0.05, p < 0･000 5), Ⅱ 期に
お い て はVEGF強陽性率 に より評価を行 っ た 場合 にの み 有意差
が認め られ た b< 0.05). ⅢA乳 ⅢB十 Ⅳ期 に お い て は 陽性群,
陰性群間に統計学的有意差 は認 め ら れ な か っ た ･
2. 組織型別 に み た骨髄中微小播種 と M Ⅵ), V E G F発現 と の
相 関
組織塑別 に み た 骨髄中微小播種 と M V D お よ び V E GF発現と
の 関係を表6 に示 した . 腺将 にお い て は102例中37例 (36･3 %)
が 骨髄中微小播種腸性 であり, そ の M Ⅵ〕は 50,3± 13･9 と陰性
例 の29.9 士 12.0 に比 し有意 に高値 であっ た b< 0.000 1). 扁平
肺癌 にお け る骨髄中徴′ト癌細胞の 臨床的意義
Fig. 1. Im m u T1 0histo che mic al stain l ng fo r cytoke r atin
fr agm e ntin cyto spin prepa ratio n sfo rbo ne m a rro w m ate ri al
Obtain ed fro m apatie ntwith prim arylu ng c an Ce r. Scale ba r
indic ate s25(Lm .
l
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上 皮痛48例 に お い ても骨髄中微′ト摘種陽性例21例(43.8 %) の
M V D は49.7 ±13.9 と, 陰性例 の 31.8± 12.1 に比し有意 に高値
であ っ た (p< 0.0001). VE G F発現 と の 関係 で は腺痛 , 扁平上
皮痛 にお い て 骨髄中微小播種陽性例 は陰性例に比 し有意差をも
っ て 高率 に V E G F強陽性であ っ た . (そ れぞ れp< 0.0001, p <
0.000 5).
Ⅱ . n m2 3- Ⅲ1蛋白発現の横討
1. n m23一 日l蛋白発現と臨床病理学的諸因子と の 相関
n m23-H l蛋白染色像を図5 に示 した . n m23-H l蛋白 は腫瘍細
胞 の 細胞質 に発現が認め ら れ た. n m23 月1蛋白発現 と各臨床病
理学的諸因子 との 相関 を表7に 示 し た. 163例会体 の 陽性率は
4 4.2 % であり, 組織型別で は 腺病4 8.0 %, 扁平上 皮痛39.6 %,
そ の 他30.8 % と組織型間にお け る発現率 に有意差は認 めら れ な
か っ た . 病 期別で は Ⅰ期50.0 %, Ⅱ期4 0.0 %, ⅢA期37.3 %,
Ⅲ B+ Ⅳ期33.3 %と , 病期進行 に伴 い , 陽性 寧は 低下 する傾向
Table l･ Relatio nship betw ee nbo n e m ar ro w micr odiss e min atio n and cl in ic opathologlC al fa ct orsin2 0 3
non- Sm allc el11u n
No. ofc ases(%)witb
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Tab le 2. Res ult of Co x propo rtio n al hazard r egressio n a n alysis (Simple variate) of
progn osticfa ctorsin c urativ elyrese cted157 n o n
- S m allc e11 1u ng ca n c erpatients
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cI,Confide n ceinterv al.
b)
BM M, bone m arro w microdiss e min ation･
<0.0001 2,982 - 1 2.8 7 l
<0.0 01 2.68 7-10.394
く0.00 01 2.284-11.865
0.1 19 8 0.8 56 - 3.8 5 0
0.3 76 0 0.69l- 2.66 5
Tab le3. Resultofm ultiv ariate an alysis ofprogn o sticfact orsin c urativ ely rese cted 1 5 7n o n
-
S m allc ell lu ng ca nc erpatients





Nfactor (N l,2 and3)
T factor (T2and3)
4.1 13 0.0002 l.943
- 8.7 07
2.965 0.00 3 I l.4 43
- 6.094
2.452 0.0 466 1.01 4
- 5.931
ll)cI,Confide nc einterv al.
b)B M M,bo n e m arr o w microdiss em inatio n.
肺癌 にお け る骨髄中微小癌細胞の 臨床的意義
Table4･ Relatio nshipbetw ee nbo n e m arrow micr odiss e min atio n a ndrec u rre nc ei c urativ elyresected 1 5 7n o n- S m a11c elI
lu ngc anc erpatients
Bon e m arr o w
microdiss e minatio n
No. ofc ases(%)wi threc urren ce





Negativ e(n =97) 1(1.0)
Stage I(n ニ 1 0 1)
Positiv e(n ;30) 2(6.7)
Negativ e(n =7 1) 1(1.4)
Stage Ⅱ(n = 17)
Positiv e(n38) 1(12.5)
Negativ e(n;9) 0(0)
Stage ⅢA(n = 39)
Positiv e(n=2 2) 7(31.8)



















* * * *
p<0.0 00 5,
* * * * *
p<0.0 0 01 byt he chi
-Squ areteSt.
aセr ese n ce of both10 COr egio n alr ec urren c e and distant m etastasi .
Fig.3. Im m u n ohisto che micalstainingfbr v o nW i11br a nd fa ctor
in aprim arylu ng squ am O u S C ellc ar Cino m a. The endothelial
C ells ofmic ro v e s s elsin tu m o rtiss u e ar e stain ed. Sc ale bar･
in dic ate s50
,
u m .
Fig.4. Im m u n ohisto che micalstainingfo rV E G F ina prim ary
lung ad@n O C arCin o m a. Cytopla smic staining w a spo sitiv ein
tu m o r ce11s. Scalebar in dicate slOO/Lm .
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Fig.5. Im m u n ohisto che micalstain ingfor n m23-H lprotein ina
Prl m a rylu ng aden o c a rcin o m a. Cytoplas mic stain lng W a S
po sitiv eintu m or cells.Scalebarindic ate slOO/Lm .
が 認め ら れた が , 統計学的有意差は認め ら れ なか っ た . T因子 ,
N因子 に お い ても, 因子進行と n m23一日l蛋白発現と の 間 に有意
差 は認 め ら れ なか っ た . M 医【子 に 関 して もM Oと M lの 発現率
に有意差は認め ら れ な か っ た . 性別で は男性で有意に陽性率が
低 い 結果と な っ た .
2. n m23-H l蛋白発現 と予後と の 相関
n m23-Ⅲ1蛋白発現別の無再発生存曲線を囲6 に示 した. 減謂
群 は陽性群 に比し予後不良の 傾向が認め ら れ たが , 統計学的有
意差 は認め ら れ なか っ た b=0.0937). n m23 月1蛋白発現 と再発
形式 との 相関を表8 に示 した . 減弱群で は91例中11例, 12.1 %
が局所お よ び リ ン パ 節転移 によ る再発, 16例17.6 % が遠隔転移
に よ る再発 をきた してい た . 局所お よ び リ ン パ 節転敬 遠隔転
移 い ず れ にお い て も陽性群と の 間 に有意差は認め られ な か っ た
が減弱詳 には遠隔転移に よ る再発 が多い 傾向が認め ら れ た.
3. n m23- Hl蛋白発現と骨髄中微小播種 との 相関
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Table5. Micro vessel den slty a nd V E G Fe xpresio nintu m ors with orwitho utbo
n e m arr o wmicrod issemin ation
and their correlatio nwithpathologicalstages in 163patients





Negativ eBM M(n =9 4)
Total(n芋Ⅰ63)
Stage I(n =8 6)
Positive B M M(n宗23)
Negativ eB M M(n =63)
St age Ⅲ(n享15)
Po sitiv eB M M(n= 7)
Negativ eB MM(n=8)
Stage ⅢA(n =3 5)
PositiveBM M(n ご 21)
NegativeB M M(n 云 1 4)
Stage ⅢB a nd Ⅳ(n
=2 7)
Po sitiveB MM (n = 1 8)
Negativ eB M M(n=9)
Micr oves el den sity
(X ± S D)





49.0 ± 1 1.6
40.1 ±16.4
…;:…≡;‡:ミコ 榊
V EGF expressio n(%)
Positiv e stain S tro ngeststain
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p<0･0 005,
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- Wh itn ey
l
sU orthe chi-Squ ar e teSt･
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B M M, Bo n e m ar rO Wmicr odisse min ation･
Table6. M icrov essel density and V EGF expr essionintum ors withor witho ut bon e m arro w micr odiss e m
in atio n
Statined bypathologlC al typesin 163patie nts
Bo n e m ar o扉 M icro v essel de nslty
micr odiss e min atio n (X±SD)
V E G Fe xpressio n(%)
Po sitive stain Stro ngeststain




Negative B M M(n =65)
Squ a m ou s c el arcin o m a(n ロ 48)
Po sitiv eB M M(n=25)
Negativ eBMM (n= 23)
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PositiveB MM(n=2)
NegativeBMM (nf4)
Large C ellc arcino m a(n =7)
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肺癌に お ける骨髄申微小癌細胞 の 臨床的意義
Table7 ･ Relation ship betw ee n n m23
- H Iprotein expresio n and clinicopathologlCalfactorsin 163 n o n-
S m allc el1 1u n
N m23-H lpr otein e xpression
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Fig.6. Re c u rr e n ce- fre e s u rviv alc u rv e Sfo rthe 163prim a ry
n o n- S m allc ell lu ng c an c e rpatie nts. ●, Cas e s with r edu c ed
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Table 8. Relatio nship betw een n m23-H Iprotein e xpression
and recu rrencein1 6 30 nO, Sm al 1ce11 lungcan c erpatie nts
Nm23-H lpr otein No･ Ofcases(%) wi threc urre nc e
e xpressio n Loc oreglO n al D istant m etastasis
Total 17(10.4) 23 (14.1)
Reduc ed (n =9 1) 11(12.1)
Positiv e (n =7 2) 6(8.3)]NS
16(17.6)
7(9.7)]NS
NS, n OtSignific antbythe chiNSquareteSt･
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Table 9. Relatio n ship betw e e n n m2 3
- H I protein expresio n a nd bo n e ma r o w
microdisse min atio nin163n o n- S malc e11lu ngcan c erpatie nts
Bon e m arr o w n m2 3- Hlpr otein e xpres sion


















n m2 3-E l蛋 白発現と骨髄中微小播種 と の 相関 を表9 に示 し
た . 骨髄中微小播種陽性例 にお ける n m23-H l蛋白発現陽性率 は
30.4 %で あ っ た の に 対 し, 減弱例で は54.3 % であり こ の 間に は
統計学的有意差が認め られ た b=0.0023).
考 察
上 皮系悪性腫瘍 は悪性新生物の 大部分を占め , 我 が 国 にお い
て も増加の 一 途 をた ど っ て い る1). 現在, 上 皮系悪性腫瘍の進
行度 は主 に T N M分類 に基づく病期 に より決定さ れ て い る が ,
肺癌, 乳癌 な どの 一 部の 痛膿 にお い て は, い わ ゆ る 早期 の段階
で十分根治的治療がな され た と考え られ る症例であ っ て も少 な
か らず再発をき た し病死す る. そ の 再発 の ほ とん ど は転移 に よ
る再発であり, 初 回治療時 に は同定 しえなか っ た潜在性 の 転移,
す な わち骨髄, 末梢血液, リ ン パ 節 など へ の 癌細胞 の播種 が示
唆 され る. 1981*, De ar naleyら
3 4)は 骨髄細胞塗抹標本 に対 し,
骨 髄 中 に は 本来存在 しな い 上 皮性膜 関連抗原 (epithelial
m e mbr an e a n也gen , E M A) に村す る免疫組織染色を行う こ と に
よ り乳癌患者 の 骨髄液中か ら癌細胞を検出す る こ と に 成功 し
た . 以後, 上皮細胞 に特異的なマ ー カ ー を用 い て 免疫組織学的
に骨髄 , 末梢血 , リ ン パ 節 か ら微量 の 癌細胞を検出す る試み が
なさ れ る よ う になり , こ れ まで に多く の 報告 が み られ る5). 肺
癌 に お ける骨髄中癌細胞検出に関す る従来の 報告 に お い て はい
ずれ も上 皮細胞 に特異的な C Kを マ ー カ ー と す る免疫細組織学
的手法を用 い て い る . CE は上皮系細胞 の 骨格をなす細胞質内
中間系フ ィ ラ メ ン トの 一 種 で , 現在ま で 19種類 の サ ブ ク ラ ス
が確認 され て い る35)36). 免疫組織学的に癌細胞を認識す る際 の
マ ー カ ー と して C K以外 に報告さ れ て い るも の で は , 上 皮系細
胞 に特異的なもの と して E M A が, 癌 細胞 に特異的 なもの と し
て 痛胎児性抗原 (c a rcin o- e mbryo nic a ntigen, C E A) が 挙げら れ
る
5)
. しか し前者 は感受性 , 特異性 ともに C E に比 し低く 37)38),
後者は 必ずしもす べ て の 痛細胞 で陽性 で はな い .
微量の 癌細胞検出の 方法 と して 最近 , 免疫組織学的手法 の ほ
か に逆転写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応 (r e v e rs etra n s criptio n-P C R,
R T P C R)法を用い て , C K, E M A, C E Aな どの 上皮系細胞ある
い は 癌細胞 に特異的な マ ー カ ー を定 量的に検出す る方法 や ,
p53遺伝子や 路r as遺伝子の変異を検出す る こ と によ り癌細胞の
存在を証明す る方法 が報告 さ れ て い る5). しか し こ れ ら の 遺伝
子変異 はす べ て の 癌細胞 に認 め られ る 訳で は なく , また R T-
P C R法 にお い て は 偽遺伝子の存在や微量 の 上皮細胞 の 混 入 に よ
る偽陽性も問題 と な る. 微小痛細胞検出 にお ける 癌細胞 マ ー カ
ー の選択, 検出手技 には 今後改良, 検討の余地があ る と思われ
る が , 骨髄中微小痛 馴包の 検出にお い て は現在の と こ ろ C Eを
マ ー カ ー と した免疫細胞化学的方法 が最も確立 さ れ た手技 であ
ると考えられる . Pa ntel ら39)の 検酎 で は, 非小細胞肺癌患者 の
原発巣 にお ける C K 1 8の 発 現率 は腺病 で 100 %, 扇平上 皮癌 で
9 0 %で あ っ た の に加 え, 非担 癌患者 の 骨髄 で は 2 15例中6例
(2.8 %) に しか偽陽性 は認 め ら れず
6)
, 本研究 に用 い た C K 18 が
骨髄中の 癌細胞を検出す る際の 有用 な マ ー カ ー で あ る こ と を示
し た. 本研 究 に お い て も非担痛患者56例の 骨髄細胞 に対 し担
癌患者同様 に染色を行 っ た と こ ろ, C 昆陽性細胞 は3例 (5.4 %)
に認め られ た に過ぎず, さ ら に 腫瘍摘出時 に作製 し た原発巣の
捺印標本で は 全例 で陽性であ っ た.
こ れ まで の 報告 に お ける 非小細胞肺癌患者 の 骨髄微小播種 の
陽性率 は , 臨床 的 に 遠隔転移を認 め ない 症例全体 に お い て ,
38.5-59.7 %, Ⅰ期 の み で2 7.2-33.3 % である
6卜 8)
. 本研究 で は Ⅰ
期 か ら Ⅳ期全体 で42.4 %, Ⅰ 期の み で 33.6 %と過去 の 報告 と ほ
ぼ 同様 の 結果を得 た . さ ら に腺病 と扇平上皮痛 の 間に 陽性率の
差 が なか っ た の も過去の 報告同様であ っ た . しか し, 病期 お よ
び T因子, N 因子 と骨髄中癌細胞陽性率の 間 に有意 な相関を認
め た 報告はな い の に村 し , 本研 究で は病期 , T国子, N 因子の
進行と とも に , 陽性率 は 有意 に上 昇 して い た b < 0.001, p<
0.005, P< 0.0 005). M a ehar aら
40) は 胃痛組織 に お け るp5 3 と
R B蛋白発現を検討 し, 腫 瘍増殖能と骨髄中微小播種 と の 関連
を調べ た結果, こ の 二 者 の 間に相関は認め られ なか っ た と報告
し て い る. 本研究 に お い て はT因子進行 に伴 い 骨髄微小播種 の
陽性率 は上 昇 し て おり , 膿瘍 の 増殖, 進展 と とも に癌細胞 の 血
中移行の 確率が 上 昇する こ と が 示唆さ れ た. 一 般 的に , 血 行性
お よび リ ン パ 行性転移経路 と の 脈絡 に関 し て は解剖学的に末梢
レ ベ ル で も リ ン パ 管 と 静脈 と の 吻合が存在 し, 理論 的に は リ ン
パ 管 血 管ネ ッ ト ワ ー ク を 通 じ て癌細胞 は全身 を循環 しう る と
考え ら れ て い る
41)
. 本研究 で は N因子進行 に伴 い 骨髄微小転移
陽性率 は上 昇 して お り, 癌細胞 の 骨髄 へ の 移行 に お ける リ ン パ
経 路の 関り が示唆 され た. 性別 で は男性 が女性 に比 べ 陽性率が
高い 結果となっ た が , こ れ は女性群 に比 し男性群 に進行例が多
い 傾向を認 め た b=0.152)為 と考えられ た .
骨髄微小転移 の 成立 に は少 なく と も癌細胞の 原発巣か ら骨髄
まで の 移行 , す な わち原発巣 か ら の 離脱, 組織 へ の 浸潤, 脈管
内 へ の 侵入 , 血 流 へ の 移行 と い う多段階過程を経 る こ とが 必要
と なる . こ の うち癌細胞 の 脈管内 へ の 侵入 に関 し て は詳細 な電
顕的研究が な さ れ , 大別 して癌細胞の 浸潤性増殖 が主体を なす
場合 と腫瘍 血管 と癌細胞 の 相 互 作用が主体をなす場合 と が あ
り, 後 者は 主 に腫瘍血管新生 に依存す る と考え られ て い る
42)
.
腫瘍組織 に お い て 既存 の 血 管 より無秩序 に新 たな血管が誘導,
増生す る現象である 血 管新生 は, 腫瘍 の 増殖 お よ び 進展を規定
す る重要な因子 であ ると 同時 に, 上 述 の ご とく転移経路と して
の 重 要性 も指 摘 さ れ て い る . 肺 癌 に お い て は 1 9 9 2年 に
M a c chiarini ら
1 1) が肺癌組織内 の血管密度 と遠隔転移 と の 相関
性を報告して以来, 血管密度と予後 と の相関を認め る複数の報
肺痛 に お ける骨髄中微小癌細胞 の 臨床的意義
告
12 ト1 4)が な さ れ , 肺痛組織 にお ける 新生血管 が重要な転移経
路となっ て い る 可 能性 が指摘 さ れ て い る . 骨髄 中微小播種 と腫
瘍 血 管密度 と の 相関を検討 し た 報 告 に は , 胃痛 に お け る
Ma ehar aら
43)
, 乳癌 にお け るFo xら
44)の 報告が ある が い ず れ も
骨髄中微小播種陽性例は陰性例 に比 し有意 に高い 微小血管密度
を有 して い た と報告 して い る . 本研 究は 肺癌 にお い て は じめ て
骨髄中微小播種成立 に お ける腫瘍血管新生 の 関与を示 した .
腫瘍組織 で甲血 管新 生を誘導す る因子の うち, V E G F は現在
最も強力 な血 管内皮増殖作用を有する と され , 血管新生を介 し
て癌 の 生物学的悪性度を反映 して い る 可 能性が示 さ れ て い る .
非小細胞肺癌 に お い て もV E G F発現 は微小血管密度と 正 の 相関
を示 し
15)16)
, 強発現例 は予後不良であ る こ とが 知 られ て い る
1乃
.
本研 究に お い て も原発巣 に お ける V E G F発現強陽性例の 微小血
管密度は陰性例 に比 べ 有意 に高値で あっ た . ､ さ ら に骨髄中微小
播種陽性例で は 組織乳 病期 を問わず V E G F強陽性率が高 い 傾
向を示 し, 骨髄微小播種成立に お ける V E G Fの 関与 が示唆され
た t
実 験的 に流血 中 に播種 さ れ た癌細胞 が実際 に遠隔転移巣を形
成す る確率 は0.01% 以 下 と低く, そ の 大部分 は48時間以内に変
性, 死滅す る こ と が確認 さ れ て い る
45)46)
. 血 中痛細胞 の 自然消
滅の 要因と して 生 体の 液性免疫機構や細胞性免疫機構 に よる細
胞障害, 血球や 血 管内皮細胞と の 衝突 な どの 物理的障害 に加え,
血液 に対す る腫瘍細胞 の親和性の 低 さが 考え られ る . 最近Putz
ら47)は 肺癌, 乳癌, 前立腺痛, 大腸癌患者の 骨髄中癌細胞か ら
9種類 の 細胞株を樹立 し, 骨髄 中痛細胞 の 生 物学的形質 に つ い
て報告 して い る , そ れ に よ る と興味深 い こ と に全細胞株 にお い
て C K や E一 カ ド ヘ リ ン な どの 上 皮細胞特異的な抗原 に加え, 通
常間葉糸価胞 に特異的な抗原 であ る はず の ビメ ン チ ン の 発現が
確認さ れ た . 生 体外実験系に お い て は上 皮細胞 の 間葉系細胞 へ
の 形質転化は細胞の 増殖能, 運動能克進をもた ら す こ と が報告
さ れ て お り, 骨髄中癌細胞に お ける ビ メ ン テ ン発現 は , 骨髄 中
痛細胞が潜在的 に悪性形質を保持 して い る こ と を示唆する と と
も に, 微小 レ ベ ル で の 播 種細胞が骨髄 に対する親和性を有する
原因と な る可 能性が示さ れ た .
一 方Pantel ら48)は 細胞増殖能の マ ー カ ー で あ る Ki-67 お よ び
p120と C K に対す る 二 重免疫染色を行 い , 骨 髄中将細胞の 増殖
能を検討 し た結果, 臥 67, p12 0 ともに 標識率 は低く , 骨髄中
痛細胞 の 自律的な増殖能 は低 い と報告 し た｡ こ れ らの こ とか ら
骨髄中痛細胞 は潜在的転移能 を有す るもの の , い わ ゆ る休眠状
態 にある こ と が推測さ れ る ｡ 骨髄中癌細胞 が い か に して 休眠状
態 か ら離脱 し, 増殖 能 を獲得 し, 転移巣 を形成す る かの 詳細 な
機序 に関 して は 今後の 検討を待 た な け れ ば な ら な い ｡ しか し過
去の 報告 に お い て , 乳 癌49)50), 胃痛38】, 大腸癌51)な ど多く の 痛
で 骨髄中微小播種陽性例の 予後が陰性例に比 し有意 に不良で あ
る こ と が 確認 され て お り, 骨髄中微小播種は遠隔転移の 前段階
ない し転移細胞を プ ー ル す るリ ザ ー バ ー と と らえる こ と が で き
る ｡ 原 発 性非小細胞肺痛 に お け る 予後 に関す る検討 で は ,
Pantel ら
6)は1 39例の 検討か ら, リ ン パ 節転移陰性例 に お い て ,
骨髄中微小播種陽性例 は陰性例 より無再発生存期間 にお い て 有
意差を生 じ, 骨髄 中微小播種 の 有無は T因子と と も に独立 した
予後規定因子 となる こ と を示 した . さ らに Cote ら
7)は病理病期
Ⅰ期 から Ⅲ期まで の 43例 の 検討 で , 生存率 にお い て は骨髄中
微小播種陽性例 と陰性例 と の 間に統計学的有意差 は認められな
い もの の , 無再発生存期間にお い て は 2群間 に有意差が認め ら
663
れ , Ⅰ期 と Ⅲ期 に限 っ た場合, そ の 差は より明確であ っ た と報
告 した . O hga miら
8)も39例 の検討 か らCote ら7) と ほ ぼ 同様 の
結果を報告 して い る. 本研 究で は治癒切除例を対象 に予後と の
関係 を検討 した が , 全症例, Ⅰ 期お よ び Ⅲ A期い ずれ の 母集団
にお い て も骨髄中微小播種陽性例 ほ陰性例 に比べ 予後不良であ
っ た. さ ら に多変量解析 の 結果, 骨髄中微小播種は T因子お よ
び N 因子 とと もに独立 した予後因子となる こ とが 明 らか とな っ
た . 骨髄 中微小播種と術後再発形式 に つ い て , Pantelら 6)はl)
ン パ 節転移陰性 で骨髄中癌細胞陽性の 12例中, 4例が 遠隔再発,
3例 が 局所再発 , 2例が 遠隔お よ び局所再発 をきたした と報告
して い る . 一 方 O bga mi ら
8)は, 病理病期 が 王期 お よ び Ⅱ期 の
骨髄中微小播種陽性例8例 の うち , 再 発を きた した4例 は 全て
遠隔再発 であ っ た と報告して い る . 本研究 にお い て は骨髄中微
小播種陽性例 の うち再発をきた した24例中12例(局所再発と遠
隔再発も含 め る と14例) が遠隔再発で あっ たが , Ⅰ 期に おい て
は遠隔転移に よ る 再発 が多く, ⅢA期 にお い て はむ しろ局所お
よび リ ン パ節再発 を多くきた して おり , 病期 に より骨髄中微小
播種陽性例 の 再発形式が異なる点 は興味深い 結果 と思 わ れた .
本研究の 結果から, 骨髄中微小播種 は遠隔転移 に よ る再発 の指
標であ る だけで なく , 局所進行癌 にお い て は局所再発の 指標 と
も成りう る ことが示唆 され た .
Nm23 は K 1735マ ウ ス メ ラノ ー マ 細 胞株 より デ ィ フ ァ レ ン シ
ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ法 により単離され た遺伝子1 9)で , 低転移性
K 1735株 に比 べ , 高転移株 に お い て 発現減弱を示 し, さ ら に K
1735高転移細胞株20)や B 16マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 高転移細胞株
21) へ
の 遺伝子導入に より, 転移能が抑制 され る こ と が 報告 され てい
る . さ ら に n m23遺伝子産物 は ヌ ク レ オチ ドニ リ ン 酸 キナ ー ゼ
と 同 一 で ある こ と が 確認さ れ る5 2)と とも に N D P キ ナー ゼ 活性
だ けで なく, 形態形成
52)
, 転写調節53)54)な どの 活性を持 つ こ と
が 報告 され て い る . こ れ らの 分子機能 と転移抑制機序と の 関係
は未 だ不明確だ が , シ グナ ル 伝達20), 運動能
55)
, 基底膜形成を
介 し た増殖能 56)な ど へ の 影 響 が 指摘 さ れ て い る . n m2 3 に は
n m23～H l とn m23-H 2の 2つ の ア イ ソ フ ォ ー ム が存在する . ヒ ト
乳癌高転移性細胞 を用い た実験系で は , n m23-E l は転移能を抑
制する が , n m23-H 2 には その 作用 はなく
22)
, n m23の 転移抑制
に お ける アイ ソ フ ォ ー ム の 特異性が示 され て い る . ヒ ト痛 にお
ける 転移能と n m23発現と の 関係 に つ い て は, こ れ まで に多く
の 報告がなさ れ て きた . N皿23発硯 と癌転移能 と の 間に負の 相






29)が 報告さ れ て い る . 非小 細胞肺癌 に関し
て , Lai ら
5 7)は病理病期 Ⅰ期症例 を対象 に した 免疫組織学的検
討で , n m23-H l蛋白発現と遠隔再発と間に負の 相関が認め ら れ
たと 報告 した . しか し腺病58), 扁平上皮痛5 9卜
61)にお い て n m23-
H l蛋白発現 は腫瘍 の 進展 と正 の 相関を示す とす る報告もみ ら
れ, 非小畑胞肺癌 に おける n m23-H lの 転移抑制遺伝子 と して の
発現意義 は未 だ明ら か で は な い . 本研 究 にお い て は T国子, N
因子 , 病理 病期の い ず れの 因子間に お い て もn m23-E l蛋白発現
レ ベ ル に差 を認め ず, n m23 月1の 膿瘍進展や リ ン パ 節転移 へ の
直接的関与 は否定的 と思わ れ た. 一 方 , 統計学的有意差 は得ら
れ なか っ たもの の n m23 月1蛋白発現減弱例 は遠隔再発をきた し
や すい 傾向が示 され, この 点は b i ら珊 の 結果 と同様 であっ た .
しかし, 無再発生存期間で評価 した場合, 有意差を得 る に は至
らず, n m23-H lの 予後因子と して の意義 は確認できなか っ た .
た だ し, 本研 究 における経過観察期 間は最長35 ケ 月 と短く,
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今後さらなる検討が必要 と考え られ た .
Nm23 月1蛋白発現 と骨髄中微小播種 と の 相関を検討 し た報
告は ま だ なく , 本研究 に お け る n m23-H l蛋白の 発現性と骨髄中
微小播種 と の 相関性 は新 た な 知見 と い え る . 前 述 の ご とく
n m23-H lの 転移抑制機序 につ い て は不明な点が多い が , 横崎ら
Ⅰ8)は, 腫瘍組織 にお け る 同蛋白発現の 不均 一 性に着日 し, 転 移
を起 こす細胞は n m23- E l発現 レ ベ ル が 減弱し たク ロ ー ン で ある
可 能性が高い と 考察 して い る . 本研究の 結果か ら も, こ の よ う
な細胞が選択的 に比較的早期に原発巣か ら離脱 し, 浸潤 お よ び
血管内侵 入を果 た し, 骨髄 中に播種する 可 能性 が考慮 さ れ た .
Nm2 3- H lの 発現性 に関する今回の 結果 は, 骨髄 中微小癌細胞
の 存在が単な る癌細胞の 捕捉で は なく, 原発巣 に お ける 膿瘍新
生血 管 を経路と した 転移初期段階であ る可能性 を支持す るもの
で ある と考える .
結 論
原発性非小珊胞肺痛患者 の 203例 を対象 に, 骨髄 中微小癌細
胞 の検出を行 い , こ のうち治癒切除例157例 に対 し再発 , 予後
と の 関係を検討 し た. ま た163例 の 原発巣 にお ける微小血管密
度 , V E G F発現, n m23 月 1蛋白発現 を免疫組織学的 に検討 し,
骨髄中微小播種 と の 相関 を探り, 以~Fの 結論を得た .
1. 全症例 で の 骨髄中微小癌細胞検出率 は, 203例中86例
匝2.4 %)で あ っ た .
2. 骨髄中微小痛細胞検出率と組織型の 間 に相関は認め な か
っ た .
3. 骨髄 中微小癌細胞検出率は , T因子 , N 因子 お よ び 病理病
期 の 進行とともに有意 に上昇 して い た .
4. 骨髄微小播種陽性例 の 腫瘍内微小血管密度 は陰性例 に比
し有意 に高値 であ っ た .
5. 骨髄中微小播種陽性例 にお ける V E G F発現率 は陰性例 に
比 し有意 に高率 であっ た .
･6. 無再発生存期間を用 い た検討で は , 骨髄 中微小播種陽性
例の予後 は陰性例 に比 し有意 に不良であり, 骨髄申微小播種 は
独立 した予後不良因子 とな る こ とが 示 され た . とく に 病理学的
病期 Ⅰ期に お い て は骨髄中微小播種 は遠隔再発の 指標 と な る可
能性が示唆 され た.
7. Nm23- H l蛋白発現 の 陽性寧は全体 と し て1 63例中7 3例
(44.2 %)で , 性別を除く各臨床病理学的諸因子と の 有意な相関
は確認できなか っ た .
8. Nm23-H l蛋白発現減弱例 は陽性例 に比 し予後不良 の 傾向
があり , 遠隔再発が多い 傾向が認め ら れ た .
9. Nm23-H l蛋白発現減弱例 にお い て は骨髄中微小播種陽性
率が有意 に高か っ た .
以上 の結果 より , 原発性非小細胞肺癌 に お い て は , 臨床的 に
遠隔転移を認 めない 場合 でも, 遠隔転移の 前段階と して 骨髄中
微小播種を少な か らず生 じて い る こ とが 明ら か と な っ た . 従来
の 臨床的, 病理組織学的診断に よ る進行度評価 に加え, 本研究
で示され た骨髄微小播種診断の結果を加味す るこ と で , より正
確な予後判定 が可能 に な る と考えられ た.
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Bo n eM ar row M ic rodiss e minationin Patients wi th Prim ary Non ･Sm al1 Ce11Lung Cancer
-
itsSigmi fic a nc eas an
Indic ator of Metastasis and D is cu ssion s on Pathw ay ofD issemin atio n
- Ze nsei No zaki
,
Departm e nt ofSu rgery(1),
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- 667(1 99)
Key w ords non -Sm allcell lung c a n c e r, bon e marrow mic ro metas tasis , microv es sel denslty , V aSC ular endothelial
gro wthfa ctor , n m23
- H Ipro tein
A bstr act
To e valu ate the signinca n c eofbo ne m arr ow micr odisse min ationinpn m a ry non -S m a11c ell lung ca ncerpatients ,203bo n e
m arrO W SPe Cim ens fro m ca n cerpatients wer es tudied with im m uno cyto chemic alstainlngfo rcytoke ratin, a SPe Cinc marke rfor
epithelialcells･ In additon , tO e V aluate the correlation betw e e ntum or anglOgen e Sis and bo ne m arrO W microdisseminatio n,
microv e sel density(M V D), and V EGF expr essionin theprim a rytu m o rs w ereex amined･ Fu rthe r m o re,t OeV aluate nm2 3-H l
as a n antim eta st aic ge nein no n
- S ma1 c ell lung ca nc e r, n m2 3
- H lprotein e xpre s sion in the prl m ary tu mO rS Wa SeX amin ed
im m u nohisto chemica11y. T heincide nc e of bo ne ma rro w microdissemin ation was 42･4 % in total･ T he re w a s n odifftren cein
the ratio of bo nem a rr ow microdissemination a c co rdingto the hist opathologlC altypeOfca rcino m a･ T he posltlV lty Ofbo ne
m ar row micr odissemin atio n was c orr elatedtoT fact or(p < 0.005), N facto r(P < 0.0005), a ndpathologicalstage(p<0･001).
In 1 57patie nts who u nde r w e nt cu r ativ e rese ction , the r ec urre n c e
一 正e es u r vi al rate of a bone malTO W microdissemination -
posi tivegroup w as slgnificantlylow erthan thatofa bon e m a rrow microdiss eminatio n
-n egativ egroupin total,in the s ubset of
stage I patients a nd in that ofstage Ⅲ A patients(p <0･0 00 1, P=0･000 3, P=0･O 1 33, r e SPeCtiv ely)･ Fu rther mo r e, Patie nts
with bon e mar ro w mic rodissemination had tende ncy to ha v edista nt met a st as es･ T he M V Da nd the po sitivlty Of V E G F
e xpre s sio n ofpatients with bo n em arow mic rodisse min atio n w a sslgni Bc a ntly highe rtha nthos e ofpatients witho ut bone
m a mo w microdissemin atio n(bothp < 0.0 00 1). T heser e s ults suggest that tu mo r a ngiogen esis mediated by VE G F is closely
relatedto the establishment of bon em a rrow mic r odisseminatio n･ Expre s sion ofn m23- H Iprotein wasdetected in 4 4･2% ofthe
16 3patients e x a min ed･ T he reappeared tobe no correlation betw e e nthe positivity ofn m2 3
-H Ipr ot ein a ndthe pathologl Cal
ty pe s ofc ar Cin o m a, Pa thologic alstage, T fact o r, N fa cto r, and M factor･ How e v e r, the patie nts with redu c ed e xpression of
n m2 3- H Ipr otein frequ e ntly exhibited bo n em arr ow mic r odisse min ation with statistic al signific an ce (p=0･002 3)･ T he
slgnincan ce ofnm2 3 欄 1protein expres sion as a pr ogno s tic fact or w a s no tdefin ed in this study, butpatie nts with reduced
e xpre s sion ofn m23
- H Iprotein ha v e ate nde n cy toe xpe rie n c e re c u r re n c eby distant metastasis ･ T he se re s ul
tsindic ate that
bon e marr o w mic rodisse min ation is u s eful in pr edicting the r e c u r re n c e afte r s u rge ry, eSpeCially he m atoge n o u sdista nt
m et a sta sis, and that tum o r a nglOgeneSis m ediated by V EGF andreduction ofn m23- H Iprot ein e xpr e ssio nin prl m a ryle sio n s
mightbein v oIv ed in the establishm ent of bone m a rro w mic rodis s e min atio n･
